oriLRd oriLRr 

PCR primer PCR primer 

^ — 7 

0R1 0R1 

ci D7 seq. primer seq. primer 

PCR primer 



seq. 

rpsLR 

PCR prim 




LRT3RA 

T3 PCR primer 

seq. primer 



FIG. 1 



• 



o 
SI 



m 



iS 



*0 



is; 



5-i 



in 

O i- 

E ° 




m 



m 
5 








CO 


"c 


to 




o 


~CD 




CO 


O 




"to 




"5 


CD 
I— 


£Z 


'Xg 


ine 


ista 


TG/ 




to 




>^ 


CD 




E 






o q> 
Q..E 

<D O 


o 

CD 








CO 


E -Q 




o 




~c 




.E 


ista 


stre 


"o 


to 




Q> 


CD 


-2 


# > 








ine 


!e 


ensi 


o 


CD 


to 




O 




nam 


rodu 


rose 


o 




c_> 


J* 




3 






to 



CM 

fe: 



c to 
o £ 

"to cx 

<D 

i- — 
O 

CD 0> 

E ^ 

i £ 

2 o 

"to CD 
-+-T IE 

1 38 

£ c 

to o 
CD 

V- 00 

"to 

CD a> 

E *~ 

£ 0> 
p 00 

E o 

°§ 

o ^ 



CO 



0) 

E 
o 



CL 
CD 



c 

CD 
CD 

CD O 

CD _5> 

<D 

IS 



o 8 

c _ .E 

O Q) o 
o O 

TJ 0) ^ 
CD O O 

L- 

° O w 



o 

CD 

to E 

CD 

C — 
O D 

U X 



"2 © 



CD 

C CO 

— o 
o § 

to 

c 

.2 c 
o ° 
^ or 

00 1^ 
CN CL 



CO 
CD 

_o 

o 
o 

E 
o 



o 

CO 
CD 

~o 

CL 

E 

CD 



c 
o 



CD 

c 

CD 
O 



CD 
C 

*co 
_Q 

c 

.2 

~o 
c 



CD 
~CD 



D 
CL 

CD 
C 



o 
E 



CO 
CD 

CL 

E 



^_ CO 

o 2> 

§sl 

r CL O 

£. on 

CD _l £ 
CT>_0 



CD 

E 

L. CL 

—i a: 

O CL. 



j 1 



CD 
CO 

c 



"O 

c 



— -Q 



or 
a> 



sis r 

Q3 * 



a> 

E 



CD 

a: J 

— I 

CO CL 
CL 

oc 

O 

a. 



to 
m 



CD 
CO 



CD 

E 

CL 

or 

*C O 
O D_ 



n 

CD 
CO 

c 



I 
1 



13 

c 



0 Q. 

o 
c 



CD 

«.§ 

—I }r 
CO CL 
CL 

i- ct: 

o 

Q_ 



a) 

E 



a; 
o 



CD 

E 

CO Q. 
Q_ 

°° d- 

CD 
CO 



CD 

E 

— I cc 
o a_ 



CD 
CO 

c 



a> 

E 



T3 



<u CL 

— -Q 
O 



a> 

—I 

CO CL 
CL 

»- C£ 
Q_ 



Of 
O 



CD 

E 

CL 

—j ct: 
*c o 

O CL. 



CD 

to 

C 
"D * — 

C 



O 



CL 



CD 

E 

CO CL 

00 6- 

CD 
CO 




CO 



f3Ei 

ill 



II! 
n 





9 




c*3 


CO 


CO 


g 






1*1 







CD 
CD 




CD O. 
CO H- 

O o 

E-o 
o o 

CL 

Q_ 



£ ° 

£ CD 
CO 

.2 a. 









< 




CL 




< 




CL 




< 


ro 


Q- 


O 


O 


Q_ 


CL 


O 


O 


CL 


CL 


O 


O 


CL 


Q. 


O 


O 



CO 

E 



a> 

CO 

O 
i_ 

CO 

E 



Q- 

I— 

no 
O 



"D 
C 

o 



Ql 



or 
to 

cm 



o 

CLh 



Ql 
CO 



CO 



CD 



a 

_Q 

o 



c 
o 
J* 



y a 



E 

Q_ 



a 

CO 




H _ 
c o 

Ql CO 



u 
o 



O 

c 

CO 



o 

"O 



LO 
< 

I — < 

CL CL 

I — < 

CL CL 

O O 

CL CL 

o o 

CL CL 

O O 

CL CL 

O O 



CO 

E 



< 
en 

ct: 



CL 

CO 



CO 

o 
c 

CO 
CO 
CO 



CO 



c c 



._ o 



c 
o 
J* 




IE ° 
c o 

D_ CO 



u 
D 



CO 

E 

CL 

K> 

C£ 
— I 
CO 



o o 

CL CL 

o o 

CL CL 

o o 

CL CL 

o o 

CL \ 



LO 



CO 

E 

CL 

K) 

Ql 

I 

CO 



o o 

CL CL 

CJ> o 
CL Ql 

O O 
CL Ql 

O O 
CL \ 



LO 



o 

X 
CO 



c 
o 

-4 — 

o 

D 
CO 

'(/) 

00 
CO 
i_ 

O) 
O 



I — <c 

CL CL 
CL CL 

o o 

CL CL 

o o 

CL CL 

O o 

CL CL 
O O 



CO 
CO 
O 
_CO 

O 
3 



co c 

p ° 

c CO 

'C -Q 
CL 

ct: 3 

£ E 



CL 
CO 



CO 



o 



c 
o 



o 

CO 



E 

CL. 



UJ 
CO 



H _ 

IE ° 

b o 

Q_ CO 



o 

D 



CO 

E 

CO 



CO 

fx 



CO 

E 



Ql 

I 

CO 



o 

CL 
O 

CL 
O 

CL 
O 

CL 
h- 

CL 
I — 

CL 



LO 



rO 



ro £ 

i — -< 

CL Ql 

I — <C 

Ql Q_ 

O O 

CL CL 

O O 

CL CL 

o o 

CL Q_ 



CD 

E 



< 
to 



I— <£ 
I — < 

CL CL 

I — < 

CL CL 

o o 

CL CL 

o o 

CL CL 

o o 

CL CL 



a; 

E 

Ql 

< 

or: 

NO 
H- 



CL 
CD 



00 

III 

III 



CO 

o 



c 

D 



~F o 

c a 



or 

LU 
CO 



Q_ 
CD 

m 
o 

o 



c 
o 



I — l _ 

~F o 

c a 

o_ oo 



ct: 
_j 

o 



CO 



CL 
CD 



LU 

CO uo ro 



CO 

s: 





CO 




<D 




c 


c 


_o 


o 


o 






"o 


Qc: 


E 


c 


i_ 


o 


o 








CO 




c 


<d" 


D 






IE 






C 




.2 


o 






~o 


c 




o 








~o 




CD 


~CD 


CD 


00 


CO 



u 

CD 

c 

*a o 
c to 

M 

cd c 

CO 3 



Ql 
LU 
CO 



CD 

E 

"i- 
CL 

JO 



CL 
CD 



CD 
E 

CL 

NO 



CO 
CD 

[5 

F 

o 5j -o <d 

_ rt: c F 

O Q) 

^ o - a 

L (DO I 

CD ZJ Q_ Cj C£ 

c cr CL.-d 

CO Q) a) ^ 



5"i 




CD 

c 

E 
_o 

CD 



o 

CO 

no cd i 

o _g 

3 CL 
"D 

CD 



.- X 



I — 

o 

£ % 

CO 

CD CD 
^ :«= I 

.1* 

O 

>- CD 

E£ 
a. c 

CD CD 
CO 

CD 
CO 
O 
i- 

o 

3 
CO 

_co 

a> "a> 
c o 
"o 

c 

E Q 
D co 

§ " 



c 
_o 
To 
*co 

CD 



GO 

c 
o 



c 

CD 
O 

c 
o 
o 



CD 
O 
D 

CD o 

- i 



1 P S 

CL CL Q- 

h- <: 

<r CL Q_ 

5 c-> o 

hO CL CL 
O O 
Ql CL 

o o 

CL CL 

o o 



»— ^ 

CL Q- 

I — <c 

CL CL 

I — < 

CL CL 

O O 

CL CL 

O O 

Cl Ql 

O CJ> 

CL CL 

o o 



CD 



Ql 

qi 



CL 

cd 



JD 
O 

c 



c 

3 



00 



o 



c 
o 



CD 



E 

Q. 



O 
O 
CO 

a: 

LxJ 

CO 



"O 

c 
o 



a 



CL 
CD 



00 * — 



v» CD 
CD -4- 

IJ 

O-Q 



._ O 



c 

D 



i 2 

O ID 
CL 



7E o 
c o 

□_ 00 
CD 

o -5 



o 



CD 

£ 

CL 

oi 
I 

CO 



-J 
-I- 

I — -< 
CL CL 



LO rO 



-I 

I — < 
CL CL 
h- < 

LO rO 



CD 

E 

Ql 
rO 
Ql 

I 

CO 



|— <C CD 

CL CL-Q 

H- < C 

CL CL o 

O O 

Ql CL 

o o 



3 

a 

X) 

c 

CD 



Ql CL 



Cl 

CD 



3 
o 
t -o 



CD 

E 



Ql 
tO 

Ql 



I 



C 

-O CL 
CD 



1 — 


LO 

< 


CL 


Ql 


h- 


< 


CL 


CL 


1 — 


< 


CL 


Ql 


O 


O 


CL 


Q. 


o 


O 


Cl 


CL 


O 


o 


CL 


CL 


O 


° V 



CD 

"to 5 

IJ 

O-Q 



CO 



o 



D 



i 2 

o 

O ID 
CL 





D 


— o 


E 


o 


E ° 


Q_ 


CO 






1 — 






en 

LxJ 


on 




CO 


UJ 
CO 








1 — 1 


~B 


1 — 1 _ 


E 


O 


£ 8 




00 










l_ 


CD 


1 ? 




O 


*c o 


O 




O ID 




Ql 










a 




o 


o 




D 



CD 

E 



Q_ 

K> 

Ql 
_J 

CO 



I < 

Q- Q- 

I— < 

a- Q- 



oo 



— o 



D 



£ S| 

I— 

or 

CO 



c a 

Q- ool 



o 

D 



CD 

E 



Ql 

to 

I — 
Ql 



CD 

c 3 
a ° 

-h x> 

10 c 
CD 

JD 

"D -Q 



05 

5 



CD 

E 



CL 

ro 
Ql 
00 



h- < 

CL CL 
I— <C 



LO ro 



lO K) 



FIG. 5 \FIC.5A\FIG.5B 



Comparison of different methods of 
nested deletion sequencing 



pDelta 
based transposon 
deletions 



fragment cloning 



SI 



electroporation 
** 



transposa se plasmid 
integration 



5Z 



electroporation 
** 



induction of deletions 



overnight growth 



deleted subclone 
segregation 



iz 



electroporation 
selective plating 
** 



sequencing 



pGenDel 
based transposon 
deletions 



fragment cloning 



5Z 



electroporation 
** 



induction of deletions 



overnight growth, 
selective plating 



sequencing 



♦shown in *- easy stages 

**— difficult stages 
***-very difficult stages 



FIG. 5 A 



c to 

Q> O 

0) 0)0) 
C 3 

oca? 
O c to 

CL_ O 

xj a> 

(D — 
° ? 



c 
o 



c 
E 

O) 
D 



C 

o 



o 

CL 
O 

"o 

CD 



CD 


a> 


"5 

i_ 


E 






"to 


N 




C 


3 


Q> 


CO 


1= 


O 


bea 


c 




o 


cr> 




c 


"5 




o 


E 


CL 




a> 




CL 


o 



CO 
CD 

c ^ 

~ "5 

o 

E .2 

CL q> tt 

E "o 
o o 

O C 

°- o 



o 



CD 

to c 

D O 
*> 

U D 

c — 

Q) co 
-Q 



O 
3 

c 2 

O Ql 



letions 


mung 
actio 


Hp! 






r 








generati 






© 



CO 
CD 



3 ?~ 



3 
O 




0) S — 





CL. 
1 — 
"21 

.E "o 




o>.° 
.E "~ 




si 








"i 


Exo 




^_ CD 

° a 


1 






preparatio 
sub: 






c 
o 



£ « o 

a = 3 
w o 

CO X gj 

D 0) ^ 

o 



CO 

c 

*c 

-2 
o 

"c 

Q> 

E 

CD 

o 



c 

o 



I'. 

CD 



c 
o 



o 

CL 
CD 

CL 



o 

CD 
3 

CO ^~ 



UJ c * 
\ CD * 

o ° 

CO 

O C 

CD 



O 
CO 







o 




LA 






JD 


o 


"5 




i_ 


ion 


bst 


rat 


ns 


o 




a. 




CD 




l_ 




CL 





cd a>£- 

CD ~ ^C* 

c c 
o o 
■o u= £ 
c o 

CD O > 



CO 

c 
o 

CD 
XJ 



c 
o 



CD 

c 

CD 

cn 




O 





>- 






o 

UJ 




? s 


1— 

<: 




III 








CO 


i— 






UJ 


CI 




CO 

z 














1 


i — 




□ 


O 




Ob 








CO 






HE 





o 
o 



o 
o 



CO 

s? 



CO 
UJ 

o 



o 

LU 
CO 



t 




CO 



CD 

on 



O 



o 
o 

LU 

o 

LU 
CO 

o 



CO 
UJ 



CD 

Q 
CO LU 

Of 
S < 
O "-^ 

q n: 
< . 

rK LO- 
CO 



O lu O 
< GO LO 

— ? 



LU 

I ^ 00 ^ 

^ f= ^ o 
o 



Z LU 

lu g 



1 1 



oo ^ o 



o 






ONTI 




ING 


o 








1 


Q 




< 


Z 






< 




or 


o 




UJ 


z 






o 




EE 






Q_ 


LU 
ZD 




>- 


o 




m 


UJ 
CO 


JES 


GS 


I— 


o 
\ 


NTI 


INSE 


o o 

CD O 

ID . 


CO 


CO 


OF 


ZD 






NEO 

FROI 

r 1 


TION 


< 




o 

LlJ 




1 


-J 


z ^ 
z ° 


-D CO 






o°- 


CO 


LU 

CO 






CO 


. Z 




< CN < 



OS 

I? 



CO 



Q UJ 

UJ O 

I — < 

^ oh 



— I > 



CO CJ) 



UJ 

i 2 

i 

lj- o 

O u_ 

z | 

o 10 



m 

CO 
UJ 

o 
i 

o 

CO 



o 



< 

Q_ 
CD 

Zj Q-* 

nz < 



— . oh 



ZD CO 

o ^ 

uj Z 

CO o 

s 3 



I 

ZD OH 

^ UJ 

— m 

CO -5 



h± O 



o 
>- 

I 

m 



CO 
CO 

< 

CNJ 



o 

UJ 
ZD 
O 

UJ 
CO 

UJ 
CO 

OH 

< 
Q_ 



o 
o 

o 



o 

UJ 
CO 



> 

CO 



X 
UJ 

OH CO 

O uj 

o 3 

z o 

CO 

=i => 

<c co 



OH 5 

qE o 

Q_ Z 



>- 



< 

I— 

tn 

o 

i 

< 



o 

Q_ 



O 
I— 

<c 

LxJ 
I 

o 



Q_ 



O ^ H- 



-18 

to Q - 

Q CD 
LI Q ~ 



00 



o ^ 



Q_ 

O 



<: 



< ±= 

— Q- S 
O 

z =c ^ 



CO 



LxJ O 
CO 

< r 2 . 



, , ^ CO 

^ o ^ 

UJ — J ^ 

_J o 

n CD 

O 00 
O 



O 
UJ 
CO 

o 



<s> ^ o 

ZD CO 
O 



^. ^ u 

< LtJ [V 
^_ CO 



co o 

ct: 

. <c o 



o 
o 



o < 

Q 
CO UJ 



O z 

□_ o 

CO 

z o 

O D_ 

,— CO 



< 



CsJ 



o tn to 
So J 

cm in 

CM tO 

cn cn 
o co m 

^ cm -<r 

cn *<*■ 

— to 

cn cn 



to K> 
»- to 

CD Ol 



S--» 



»- to 

cd cn 



On k) 

c — I - 
to ^ ^> 

5 ° 

O tO 
CD CD 

OS'". 

m m q 

CD 



CO 



CD 



; to cn 
' r-» — 
co m 
co m 
co cn 



: n-> r- 

CM Csl 

en — 
r-- in 
co cn 



o k> 

n rvj m 



— CM 

CD CM 

cn >o 

r-* cn 



0 o 



o in 
co *o 
co m 
m to 



IE 
I — 

o 



Q 

I 

O 



< 

o 

CO 



X 

< 





o 

uo 

to 
o 
o 

CO 

o 
in 
m 
o 
o >_ 
^ o 

*0 < 



^^^^ ^ ^ ^^^^^^^^^ ^^^^^^^ ^ ^^^^^ 



CD 
CM 

O 
I— 
< 

id 



o 
o 
o 
o 

CN 



-+- 



o 
o 
o 
o 
o 



o 
o 
o 
o 
oo 



— ^_ 

o 
o 
o 
o 

CO 



KSSSSSSSSNW o 



LO 



a: 



o 

O 

in 

CN 

o 
o 

CN 

o 
m 



o 
m 



o o 

o o 

o o 

o o 

xt- CN 



(dq) H10N31 



O N (M 

^ k) 



O lO K> 



O 

m cn n 



O K> 
O CM -<f 




o cm 

m CO CO 

into 



own 
o o 
m (n tr> 



O XT tD 

■^j- en to 



o »- co 
o - o 



O CM «— 

m in o» 



o — u> 
o o ^ 
m r-» o 



o 10 in 

LO CO CO 
CM ^ 



O CO CO 

o r-» k» 

CM ro 



o cn m 



or 

LaJ 

CO 



CO 
Q 



< 

o 

CO 



SH6SS 



o oo to 

CN 



CN 



00 



dBswnN sqiojjvos 



o 

5 

LiJ 
> ' 

z 

o z 



ZA- 
PS! 

. 



y 3 



yi 
o 

r" 
3-} 



o o o 

CO 00 DO 
^- tO 
^ CO 

~ © 



SN tO 
eg — 
r-^ n-> cm 



O tj- co 

OOttO 

r- ^ o 

oo 



— o 



to o r-- 
lO to 
Pn. co 



O i/) V 
O rO O 

to o» m 

CM 

cx> cr> 



o -<t oo 
m tt io 

UO tD CD 
CM — 

o 

CM ^~ 



o to CO 
o o 
tn cm r-. 

T- (O 

ro ^ 



-<r o 
o o 
to ro 



o f> to 
■m- o «- 

O CM 
O 

to* 



tf> tO CM 
IO CD CO 

to to 
to_ tn 

to" — * 



O CM ID 

o o to 
cn N 

CM tO 

r-* to 

tO 



O tO IT) 

m r-» <— 

CM tO CX> 

to 
to" — " 



o m to 
m oo to 
— m to 
to o 
~- CM 

to ~ 



o o 
o r*. 
— oo 




m 



CO 



< 
O 
CO 



< 

> 
LU 
Q 

< 

< 
I— 
CO 




m 



m 



o 
o 
oo 

o 
in 

o 
o 

o 
uo 
to 

o 
o 

O 

m 
m 

o 
o 
m 

o 
m 

o 
o 

o 
m 

K) 

o 
o 
tn 

o 
in 

Cm- 
CD 
O 
CNI 

o 
m 



o 
m 



>- 
O 

z 
< 

Q 
Z 
ZD 
Q 
LxJ 
OH 



5 



m 



m oi v- o 

N0I1VIA3Q QUVQNVIS 



O 

5 



o: Lj 



oriLRd oriLRr 

PCR primer PCR primer 

r ~7 

x 0S1 0R1 

seq. primer seq. primer 



EcoRI 

Notl, Avrll\\ l / /R sr \\ t Notl 



/acZa 

-0.30 kb 



on 
(pUC19) 
*0.6 kb 



Cm 



sfrA + 

(Str s ) 
-0.7kb 



pGENBACI 



parC 



or/ S , 



pBeloBad 1 -EcoRI 

(Sail— Hpa I fragment) 

-6.2 kb "P* , 

par A ,nc 6 



FIG. 1 3 



oriLRd oriLRr 

PCR primer PCR primer 




0S1 0R1 

seq. primer seq. primer 



BamHI 

Notl, Avrll\ \ / /Rsr II, Notl 



+ 



/acZa 

-0.30 kb 



on 

(pUC19) 
-0.6 kb 



Cm 



r 



sfn4 + 

(Str s ) 
-0.7kb 



pGENBAC2 



parC 



on S , 



pBeloBad 1 -EcoRI 

(Sail — Hpal fragment) 

-6.2 kb rB P £ , 



FIG. 14 



